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摘  要 : HIV-1 疫苗研发是当前艾滋病研究的一大热点，其病毒表面包膜糖蛋白 Env 三聚体介导病毒与细胞融合，
是 HIV-1 疫苗研究的重要靶点。因此，设计并在体外表达类天然 Env 三聚体对 HIV-1 疫苗的研发具有重要的意义。
近年来，Env 三聚体研究取得了显著的进展。SOSIP、NFL2P、UFO 等抗原改造方法实现了类天然 Env 三聚体的
体外表达，逐步解决了改造抗原产量低、结构不稳定等问题，且表达的 Env 三聚体抗原能在动物免疫中诱导机体
产生较高的中和抗体水平。Env 三聚体改造方法促进了 HIV-1 疫苗的研究。文中综述了 SOSIP、NFL2P、UFO 三
种 HIV -1 Env 三聚体抗原改造方法，对比各个改造方法优缺点，并结合自身工作提出相关建议，为后续 HIV-1
抗原的相关设计提供指导。
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Abstract:  Currently, HIV-1 vaccine development has still been a hot pot in the AIDS research. HIV-1 glycoprotein 
Env is the sole target in the virion surface, which mediates the membrane fusion between the virion and cell in the 
HIV-1 infection process. Env protein is the significant immunogen for HIV-1 vaccine development. In recent years, 
there have been breakthroughs in the Env trimer research. For example, the strategies including SOSIP, NFL2P, and 
UFO had been applied to design and generate HIV-1 Env trimer. The improvement of quantity and stability was 
beneficial to achieve the HIV-1 native-like Env trimer for elicitation of strong neutralizing antibody responsing in 
animal immunization. This review mainly focused on the different strategies for Env trimer design and compared their 










for the future HIV-1 immunogen design. 
Keywords:  HIV-1, Env trimer, antigen design, neutralizing antibody 
人 类 免 疫 缺 陷 病 毒 1 型  (Human 
immunodeficiency virus，HIV-1) 是导致艾滋病 
(Acquired immunodeficiency syndrome，AIDS) 的
主要病原体。据世界卫生组织  (World health 
organization，WHO) 统计报告，自 1981 年 HIV-1
发现至今，HIV-1 感染者已逾 7 000 万人，超过
3 500 万人死于艾滋病相关疾病；截止 2017 年底，









包膜糖蛋白 (Envelope glycoprotein，Env) 三聚体
是中和抗体识别的唯一靶标[3]。通过设计并在体




(Vaccinia virus，VACV)14K 蛋白基因  (分离自
A27L 基因) 辅助 gp120 组装成三聚体[4]；或者在





以及 UFO 设计方法。文中就这三种主要的 Env
三聚体改造策略进行综述，分析其优缺点，为后
续的免疫原改造提供参考。 
1  HIV-1 Env 的结构和功能特征 
HIV-1 Env 是由异源二聚体的单体形成的三
聚体，每个单体含有受体结合蛋白 gp120 (Surface 
glycoprotein ， SU) 和 跨 膜 融 合 蛋 白 gp41 
(Transmembrane protein，TM)，以非共价相互作
用连接[6]。前体 Env 蛋白 (gp160) 在内质网合成，
并转运到高尔基体中进行相关糖基修饰和蛋白折
叠，以形成三聚体构象，再由弗林蛋白酶 (Furin)
家族将 gp160 剪切为 gp120 和 gp41 亚基[7]。 
HIV-1 可感染 CD4+ T 淋巴细胞。在感染过程
中，gp120 与靶细胞表面 CD4 受体结合发生变构，
暴露辅助受体 CCR5/CXCR4 结合部位，使病毒与
细胞紧密结合；随后， gp41 融合肽  (Fusion 
peptides，FP)进行穿膜，重复序列 Heptad repeat 1 










V3 区、CD4 结合位点 (CD4 binding site，CD4bs)、
gp120/gp41 交 界 面 以 及 近 膜 端  (Membrane 
proximal external region，MPER) 均位于 Env 的胞
外区段，且大多数广谱中和抗体识别的表位在不
同程度上受三聚体四级结构的影响，更有甚者是
三聚体结构依赖性抗体 [12]：如识别 gp120 上









中和抗体 VRC01 (约覆盖了由 190 种假病毒组成
的假病毒盘中的 91%[14-16]) 识别的表位 CD4bs 同
样也受三聚体空间结构的影响。因此，类天然 Env
三聚体成为 HIV-1 疫苗设计候选疫苗抗原，设计
并在体外表达稳定的类天然 Env 三聚体对 HIV-1
疫苗研究意义重大。 
2  基于二硫键连接的 SOSIP 设计 
2013 年，Sanders 等以 HIV-1 A 亚型毒株
BG505 为设计毒株，通过构建二硫键 (SOS) 并
引入三聚体突变 (I559P)，成功在体外表达类天然
Env 三聚体蛋白，并将这种改造方法命名为 SOSIP
设 计 [17] 。 改 造 方 法 如 下  ( 图 1) ： 1) 引 入
T501C\A605C 双突变在 gp120 和 gp41 之间构建
二硫键[18] ，使 gp120 和 gp41 以共价作用连接，
构象更加稳定[19]；2) 对 Furin 酶切位点进行 R6
突变(REKR→RRRRRR)提高酶切效率；3) 引入
I559P 突变有利于 Env 形成三聚体构象[20]；4) 利
用人组织纤维蛋白溶酶原激活剂信号肽替换
gp120 原有的信号肽，并在启动子前面添加 Kozak




核表达的 Env 三聚体能与糖基依赖性抗体 2G12
结合[24]。利用抗体亲和层析对 Env 三聚体进行初
步纯化，再用分子筛排阻层析  (Size exclusion 




SOSIP 设计方法的出现掀起了类天然 Env 三
聚体改造的热潮，研究者在此方法的基础上进行
了一系列的优化。Joyce MG 等将 gp120 201 位和
433 位氨基酸残基突变成两个半胱氨酸，以引入
二硫键构建稳定性更好的“DS-BG505 SOSIP.664”
突变体[26]。Ringe RP 等在 AMC008 SOSIP.664 的
基础上进行了 L535M，L543Q/N 双突变得到了稳
定性更强的 SOSIP.v3 三聚体抗原，并在 SOSIP.v3
的基础上引入 A316W、E64K/H66R 突变得到免疫
原性更强、并能减少非中和表位暴露的半封闭式




通量 ELISA 的方法， 终筛选出 3 株突变体：
Q203F、T538F 和 I548F，进一步提高了 SOSIP
三聚体的稳定性和免疫原性[28]。 
将 SOSIP 改造的 Env 三聚体和非天然、不剪
切状态的 Env 蛋白分别在小鼠、家兔和恒河猴上
进行动物免疫验证其免疫原性。免疫结果显示：
SOSIP 改造的类天然 Env 三聚体可以在 3 种动物
体内产生较高的血清中和滴度。其中家兔和
Balb/C 小鼠免疫产生的血清中和滴度 高，可达









图 1  SOSIP 设计方法[17] 














3  不依赖于酶切的 NFL2P (Native flexibly 
linked) 设计 
2015 年，基于 SOSIP 改造方法的经验及存在
的问题，新一代不依赖于酶切的类天然 HIV-1 Env
三聚体改造方法 NFL2P 问世[32]。NFL 是指以更
加天然、灵活的方式连接 gp120 和 gp41 两个亚基
构建 Env三聚体；2P指的是利用 2个柔性的 Linker
连接。该方法以 B 亚型毒株 JR-FL 为改造毒株，
相较于 SOSIP 改造方法，其通用性有所提高。除
了将 gp120 的信号肽替换成人类 CD5 信号肽外，
与 SOSIP 改造方法相比，NFL2P 设计方法 大的
不同是直接删除了 Furin 酶切位点 REKR 并将其
替换成了两个柔性的 Linker (G4S)2 (GGGGSGGGGS)。
以此产生了不依赖于 Furin 酶剪切的更加稳定的
类天然 Env 三聚体 (图 2)。 
为了进一步增强类天然Env三聚体的免疫原性
并暴露更多的广谱中和表位，Yang LF 等通过对
BG505 NFL.gp140 和 16055 NFL.Env 三聚体进行脯
氨酸扫描和二硫键扫描突变，筛选出三组突变方法
——I201C/A433C (TD)，A501C/L663C (2CC+) 和
L555P；并在 FP 的上游添加了肠激酶切位点 D4K 
形成了结构导向更加完整的 NFL Env 三聚体抗原，
增 强 广 谱 中 和 表 位 融 合 肽 FP 的 暴 露 [33] 。
Dubrovskaya等在 10655 NFL三聚体蛋白的基础上，
通过删除 CD4 结合位点附近潜在的 N-聚糖位点 




以 16055 NFL TD CC 三聚体为免疫原，对
C57BL/6 小鼠进行动物免免疫，免疫剂量为 10 μg/只；








4  基于 HR1 优化的 UFO (Uncleaved 
prefusion-optimized) 设计 
2016年，Zhu等提出了基于HR1优化的HIV-1 





三聚体中，gp41 的 HR1 部分被包裹起来，无法观
测到其结构特征，而 HR1 在 HIV-1 病毒入胞的过
程中发生明显的构象变化介导病毒入胞。因此，
HR1 可能是影响 Env 三聚体结构稳定性的关键区
域。SOSIP 设计方法引入了二硫键及三聚体突变





图 2  NFL2P 设计方法[32] 
Fig. 2  Design of NFL2P trimer[32]. 
 
 










行替换，提高了 Env 三聚体的稳定性和表达量 
(如图 3 所示)。相较于 SOSIP 设计方法，UFO 设
计方法删除了 I559P 的突变，并尝试了不同长度
的 Linker 代替 Furin 酶切位点。通过一系列的抗
原分析， 终发现将 Furin 酶切位点替换成简单
的 G4S Linker 能够提高 Env 三聚体的稳定性。将
这种设计方法应用于 HIV-1 的不同亚型的毒株，
如 A 亚型的 BG505、B 亚型的 JRFL、B’/C 亚型





示，gp41 ectodomain (gp41ECTO) 区段是影响 Env
亚稳定性的主要因素，而 Env 的亚稳定性是 HIV-1
疫苗设计中必须克服的难题。UFO-BG 改造方法
的出现解决了 Env 三聚体亚稳定性的问题：用
UFO 方法改造的 BG505 gp41 ECTO 区段替换野
生型病毒毒株的 gp41 ECTO 区域得到 gp41 ECTO
交换三聚体。将该改造方法应用于 10 株不同
HIV-1 毒株，跨越 5 个亚型，均体现出良好的适
配性。且该改造方法产生的三聚体能在 CHO 细胞
中高效表达，其产量、纯度及抗体亲和力均有了
很大提高。UFO-BG 改造方法为 HIV-1 疫苗设计
提供了重要的候选疫苗抗原[39]。 























体改造策略优缺点比较如表 1 所示。 
本实验室也运用了这几种主要的设计方法进
行类天然 Env 抗原设计，其中 SOSIP 设计方法表
达的 Env 三聚体在产量和形态均一性上均不如
NFL2P 和 UFO 的设计方法，三种方法设计的 Env
三聚体均可以通过使用 His-tag 标签进行镍柱纯




图 3  UFO 设计方法[38] 
Fig. 3  Design of UFO trimer[38]. 
 






表 1  Env 三聚体改造策略优缺点比较 
Table 1  The strategies of various Env antigen design 
Name of construct Design strategy Advantages and disadvantages 
SOSIP ①mutation: T332N, I559P, A501C, T605C, 
②delete MPER 
③REKR to RRRRRR in gp120 
④Add Kozak sequence, The tissue plasm-inogen 
activator (tPA) signal peptide repla-ced the natural 
one 
⑤ codon-optimized 
①Advantages: A series of mod- 
ifycational methods of systemi-c Env 
trimer design were proposed, which 
made the expression of Env trimer in 
vitro possible and showed good 
adaptability in BG505 strain 
②Disadvantages: low versatility, low 
expression 
NFL2P ①mutation: T332N, I559P, A501C, T605C, 
② REKR to (G4S)2 Linker in gp120 
③ Add Kozak sequence, The CD5 signal peptide 
replaced the natural one 
④ codon-optimized 
⑤ delete MPER 
①Advantages: greatly improved the 
yield and stability of Env trimer 
expression in vitro 
②Disadvantages: low universali-ty, 
limited strains suitable for this method
UFO ①mutation: T332N, A501C, T605C, 
② delete MPER 
③REKR to (G4S) Linker in gp120 
④ Computational procedure used for ensemble-based 
de novo protein design of the HR1 region 
⑤ Add Kozak sequence, The tissue plasm-inogen 
activator (tPA) signal peptide replaced the natural 
one 
⑥ codon-optimized 
①Advantages: strong versatility 
②Disadvantages: Purification methods 
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